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研究成果の概要（和文）：本研究の提案は「シャペロン分子クリスタリンの小胞体膜上への強制発現によって、
タンパク質凝集体の形成・蓄積を阻害し得る」ことを見出した申請者の実績に基づく。小胞体膜周囲の微小環境
に備わる凝集体形成阻害能の臨床応用に向けて、分子基盤の整備を目指した。期間内に小胞体繋留型クリスタリ
ン結合分子を単離し、その中の一つ小胞体膜貫通タンパク質CLN6が凝集体形成阻害能を支える分子実体である点
を示した。加えて、小胞体繋留型クリスタリンおよびCLN6の凝集体形成阻害能の有効性はTDP-43をはじめとする
多様な疾患関連タンパク質にも及ぶことを明らかにし、小胞体マニピュレーションの汎用性を提唱した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to develop therapeutic interventions against 
protein aggregation diseases.  Mutations within the alphaB-crystallin (aBC) gene are linked to 
crystallinopathy, characterized by intracellular accumulation of protein aggregates.  We previously 
demonstrated that enforced expression of aBC on the endoplasmic reticulum (ER) prevented aggregation
 of the R120G aBC mutant, suggesting that manipulation of the ER-anchored aBC (ERaBC) target is 
effective for protein aggregation diseases.  In this study, CLN6, an ER transmembrane protein, was 
isolated as an ERaBC binder.  We revealed that CLN6 not only mediates the anti-aggregate activity of
 ERaBC but also prevents the R120G mutant from aggregating independently of ERaBC.  CLN6 profoundly 
inhibited aggregation of the ALS-associated TDP-43 variant as well.  Overall, we conclude that 
dictating CLN6 would be a promising strategy for a wide array of protein aggregation diseases.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
 

本研究はタンパク質凝集体難病の治療法開発

に主眼を置く。タンパク質凝集体難病は文字

通り異常タンパク質凝集体の形成・蓄積を共

通の特徴とする一連の疾患群であり、筋萎縮

性側索硬化症、アルツハイマー病、そして本

研究で注目する筋肉難病クリスタリノパチー

など多彩な病気が含まれる。“難病”と言われ

るだけあっていずれの疾患についても根治療

法はない。そのような中にあって、研究代表

者は小胞体膜を取り巻く微小環境に手を加え

ると“タンパク質凝集体形成を抑制する細胞

内システム”が稼働することを世界に先駆け

て見出し(Biochem. Biophys. Res. Commun., 
2014)、当現象のタンパク質凝集体難病治療へ
の応用を着想するところとなった。小胞体膜

周囲の微小環境をマニピュレーションするた

めに研究代表者が用いたのは、シャペロン分

子αBクリスタリン(αBC)である。αBCは通常

であれば細胞質に均一に散在するが、研究代

表者は同分子を小胞体膜上に強制的に発現さ

せた。この操作が加わった細胞内では、クリ

スタリノパチーの発症・増悪にかかわるR120G

αBC変異体（以降、R120G変異体）の凝集が未

然に防がれた。その一方で、野生型αBCを過

剰発現した場合には、R120G変異体の凝集は抑

制されなかった。αBCの小胞体膜上への集約

こそが凝集体形成抑止能を生み出すことが明

らかとなると同時に、小胞体繋留型クリスタ

リン(ERαBC)の標的分子が小胞体膜上もしく

はその近傍に存在することが示唆された。こ

の標的分子はERαBCに備わる凝集体形成抑制

能を支える分子実体である可能性が高く、当

該分子の同定と機能発現様式の解明は、小胞

体マニピュレーションの臨床応用に向けての

第一歩であると研究代表者は考え、本研究を

提案するに至った。 

 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は、タンパク質凝集体難病の治

療戦略の創出である。“できてしまった凝集

体にどう対峙するのか？”に注目するこれま

での同病対策とは異なり、本研究では“どう

すれば凝集体を作らせず（蓄積させず）に済

むのか？”、すなわち形成予防に焦点を合わ

せる。目的達成のために小胞体膜周囲の微小

環境を構成する分子を新規標的に据え、その

制御法を確立する。本研究の提案は「小胞体

膜微小環境を人為的に操作すると、R120G 変

異体の凝集を予防できる」ことを世界に先駆

けて見出した研究代表者の実績 (Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 2014)に基づく。期間
内に小胞体マニピュレーションの分子基盤

を整備するとともに、R120G 変異体以外の幅

広い易凝集性タンパク質に有効であるのか

を検討する。タンパク質凝集体難病に分類さ

れる多様な疾患、そのいずれに関しても根治

療法はない。本研究は汎用性の高い治療ツー

ルの提供を通してこの現状を打破し、社会的

要求に応える可能性が高い。 

 
３．研究の方法 
 

(1)ERαBCがタンパク質凝集体形成を阻害す

るために必要な小胞体膜分子の単離・同定 

 

ERαBC の機能発現様式を解明するためには、

ERαBC の標的分子すなわち同分子と結合し、

タンパク質凝集体形成阻害に協同する小胞

体膜分子の単離・同定が不可欠である。そこ

で、細胞抽出液からのアフィニティー精製を

行い、質量分析法によって当該分子を同定す

る。単離・同定された複数のタンパク質それ

ぞれを細胞内からノックダウンしたうえで、

ERαBC とR120G 変異体を共発現し、タンパク

質凝集体形成抑制能への影響を評価する。ノ

ックダウンしたタンパク質が ERαBC の標的

分子であるならば、ERαBC は働きかける対象

を失う結果、凝集体形成抑制能を発揮できな

くなる。逆に ERαBC の凝集体形成抑制能が

ノックダウンの影響を受けずに維持される

場合は、当該タンパク質は ERαBC と機能共

役していないか、もしくはその喪失の影響が

同様の機能を有する他のタンパク質の働き

によってマスクされた可能性が高い。 

 

(2)広汎な易凝集性タンパク質に対する小胞

体マニピュレーションの有効性の検討 

 

疾病ごとにタンパク質凝集体を形成する原

因遺伝子産物が異なる。ALSであればTDP-43、

パーキンソン病であればα-シヌクレインが

凝集体形成・蓄積を引き起こす代表例である。

R120G 変異体に対する効果を評価した際と同



様に、それぞれの原因遺伝子産物と ERαBC

を細胞株内で共発現させ、凝集体形成・蓄積

への影響を解析する。 

 

４．研究成果 

 

(1)ERαBC 結合分子として CLN6 を単離・同定 

 

図１に示すように ERαBC に特異的に結合す

るタンパク質を複数単離・同定した。質量分

析法によって、その中の一つが小胞体膜貫通

タンパク質 CLN6 であることが判明した。 

 

(2)CLN6はERαBCのエフェクター分子として

はたらく 

 

ERαBC は CLN6 を介してその凝集体形成阻害

能を発揮するのか？という点について検証

するために、CLN6 をノックダウンした細胞内

での R120G 変異体の凝集の程度を解析した。

図２に示すようにノックダウンには２種類

の CLN6 siRNA を用いた。 

 

CLN6 のノックダウンに伴って、凝集体陽性細

胞の比率が上昇、換言すれば ERαBC による

抑制効果が減弱したことから、R120G変異体

に対する凝集体形成抑制能は ERαBC と CLN6

の機能共役を反映したものである点が明ら

かになった。 

 

(3)CLN6はERαBC非存在下でも凝集体形成を

抑制する 

 

ERαBCのR120G変異体への働きかけを媒介す

る分子実体が CLN6 であることを明らかにし

たので、引き続いて CLN6 それ自身が ERαBC

非依存的に凝集体形成抑止能を発揮する可

能性について検討した。 

 

 

図３に示すように、CLN6 を過剰発現すると

ERαBCの発現時と同様にR120G変異体の凝集

が抑制された。したがって、CLN6 は ERαBC

に依存することなく凝集体形成を阻害でき

ることが示された。 

 

(4)内因性 CLN6はタンパク質凝集体形成に対

して抑制的役割を果たす 

 

細胞内で CLN6 タンパク質レベルを上昇させ

た場合に、凝集体形成を未然に防ぐ分子機構

を稼働し得ることを明らかにした。しかしな

がら、これはあくまでも過剰発現実験の結果

であって、生理的な状況下で CLN6 が易凝集

性タンパク質に対抗する役割を担っている

かどうかを示したものではない。そこで CLN6

ノックダウン細胞内でのR120G変異体の凝集

体形成について解析し、この疑問への回答を

試みた。 

 

図４に示すように、CLN6 のノックダウンは図

２で使用したのと同じ２つの異なる siRNA 

duplex でそれぞれ行った。いずれの場合も



R120G 変異体の凝集の程度が上昇した。した

がって、生理的な状況下で内因性の CLN6 が

凝集体形成を負にコントロールしているこ

とが明らかとなった。 

 

(5)ERαBC は一連の病原性クリスタリン変異

体の凝集を抑制する 
 

臨床応用を目指す上では、ERαBC を用いた小

胞体膜微小環境のマニピュレーションが多種多

様な病因性タンパク質に奏効することが望まれ

る。そこで、“ERαBC は R120G 変異体以外に凝

集体形成抑制能を発揮し得るか？”、この点に

ついて２段階に分けて検証した。 

 

第１段階として、R120G を含む一連のαBC ミス

センス変異体の凝集が ERαBC によって抑制さ

れるか否かを検討した。本研究のモデル疾患ク

リスタリノパチーは骨格筋の委縮を主徴候とする

が、心筋障害、白内障を併発することがある。発

現するαBC変異体が異なる家系間では、症状

に違いがみられる事実を踏まえると、発症メカニ

ズムは単一ではなく、αBC変異体ごとに独自の

病態関連シグナルを伝達することが想定される。

図５に示すように本研究ではR120G を含む 4つ

の易凝集性αBC変異体を対象にした。 

 

 

クリスタリノパチー家系の症状の相違に基

づけば、これらの変異体は機能・構造的に一様

ではないことが予想される。それにもかかわ

らず、いずれのαBC変異体も、ERαBC との共

発現下ではその凝集が顕著に抑制された。そこ

で ERαBCの汎用性を検討する第２段階として、

クリスタリノパチー以外の凝集体難病に関連する

病原性タンパク質にまで解析対象を広げた。そ

の中で、筋萎縮性側索硬化症原因遺伝子産物

TDP-43の凝集が ERαBCによって阻害される

予備実験結果を得た。数年前にアイスバケツチ

ャレンジが話題となったように筋萎縮性側索硬

化症の治療法開発は世界レベルの課題である。

本研究の成果は筋萎縮性側索硬化症への現代

医学の挑戦を強力に推進するとともに、凝集体

難病全般を克服する端緒となる可能性が高い。 
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